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1 UVOD 
Pred nekaj leti je še veljalo, da so izoforme RNA, ki se prepišejo iz evkariontskih genov, le 
variante informacijske (mRNA) in delujejo kot intermediati pri izražanju genov (Capel in sod., 
1993). Za obstoj krožnih RNA (circRNA) vemo že nekaj desetletij, zanimanje pa so vzbudile 
leta 2012, ko so odkrili, da so circRNA  transkripcijski produkt številnih človeških in mišjih 
genov ter v več primerih tudi prevladujoča oblika RNA (Salzman in sod., 2012). Z nadaljnjimi 
študijami njihove zgradbe in funkcij so odkrili, da so krožne RNA nekodirajoče, endogene, 
enoverižne molekule, ki so kovalentno zaprte v krog ter so brez 5'-3' terminalnih delov in 
poliadeninskih repov. Nahajajo se v citoplazmi (Salzman in sod.,2012). Uvrščamo jih v skupino 
dolgih nekodirajočih molekul RNA. Zaradi oblike so odporne proti delovanju večine 
ribonukleaz in so tako bolj stabilne od linearnih RNA (Salzman in sod., 2012). Izražajo se lahko 
iz velike frakcije genov, tako iz protismiselnih zaporedij kot iz intergenskih regij (Morris in 
Mattick, 2014). Obstajajo v velikem razponu dolžin in vsebujejo enega ali več eksonov, ki 
imajo včasih ohranjena intronska zaporedja med njimi (Barrett in sod., 2015). S svojim 
delovanjem regulirajo izražanje genov, tako da delujejo kot spužve na miRNA (Hansen in sod., 
2013). V nekaterih primerih se tudi prevedejo v cap neodvisnem načinu in vivo in tako 
proizvedejo specifične proteine (Pamudurti in sod., 2017). Njihovo izražanje je regulirano 
tekom razvoja, tkivno in celično specifično ter razširjeno med različnimi organizmi, od viroidov 
do človeka (Jeck in sod, 2012; Memczak in sod., 2013). Odkrite lastnosti so še dodano 
podkrepile dejstvo, da so circRNA pomembne molekule za pravilno delovanje celic in s tem 
celotnih organizmov. 
 
Zaradi visoke stabilnosti in različnih vzorcev izražanja v tkivih in ekstracelularnem okolju (npr. 
kri), bodo v prihodnosti morda imele pomembno vlogo kot biomarkerji pri raku in drugih 
boleznih (Chen in Yang 2015). 
 
Namen diplomskega dela je pregled literature, ki opisuje odkritja iz področja biogeneze 
circRNA, novosti o njihovem vplivu na delovanje organizmov, vpliv na razvoj določenih 
obolenj ter primerjava različnih orodij za detekcijo krožnih RNA.  
2 IZVOR KROŽNIH RNA 
V transkriptomu najdemo široko zbirko informacij, ki aktivno regulirajo sistem celice. 
Informacije prihajajo v različnih oblikah, kot so informacijska RNA (mRNA), mikro RNA 
(miRNA) in nekodirajoče RNA (ncRNA) (Palazzo in  Lee, 2015).  
 
Nekodirajoče RNA (ncRNA) so velika in kompleksna skupina RNA. Glede na velikost njihovih 
transkriptov jih lahko delimo v 2 skupini; majhne ncRNA (<200 bp) in dolge ncRNA (lncRNA) 
(>200bp) (Sana in sod., 2012). V skupino majhnih ncRNA spadajo miRNA, snRNA, s PIWI 
proteini povezane RNA (piRNA), majhne interferenčne RNA (siRNA), male jedrične 
(nukleolarne) RNA (snoRNA) in druge. V skupino lncRNA pa spadajo dolge intergenske 
ncRNA (lincRNA), intronske ncRNA, smiselne ncRNA, protismiselne RNA, krožne RNA in 
druge (Huang in Shan, 2015). 
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Dolge nekodirajoče RNA (lncRNA) so raznolika skupina transkriptov, katerih skupna lastnost 
je, da ne delujejo kot nosilci za prevajanje beljakovin (Yang, Froberg, Lee, 2014). Delujejo kot 
regulatorji ekspresije protein kodirajočih genov. Modulacija lncRNA lahko poteka na vsakem 
koraku poti genske ekspresije, od transkripcije, translacije, do regulacije funkcij končnih 
produktov (Guttman in Rinn, 2012). Poznamo dva načina njihovega delovanja. Prvi način je, 
da vodijo regulatorni protein kot ogrodje, ki olajša nastanek aktivnih regulatornih kompleksov, 
drugi pa, da delujejo kot vabe za miRNA ali DNA-/RNA vezne proteine in s tem preprečijo 
njihovo vezavno na tarčno mesto. Prav tako se lahko vežejo na proteine in z vezavo alosterično 
spremenijo funkcije regulatornih proteinov. IncRNA igrajo pomembno vlogo v celicah, saj je 
pravilna in časovno usklajena regulacija ekspresije proteinov ključna za preživetje in delovanje 
celice (Khorkova in sod., 2015). Ena od nedavno ponovno odkritih skupin dolgih nekodirajočih 
RNA so krožne oziroma cirkularne RNA (circRNA).   
 
CircRNA so sprva odkrili v 70 letih prejšnjega stoletja v RNA virusih in viroidih. Raziskovali 
so jih Sanger in sod. (1976), ki so postavili hipotezo, da so viroidi enoverižne strukture 
kovalentno povezane v krožno RNA (Sanger in sod., 1976). Obstoj sesalskih circRNA so prvič 
dokazali leta 1979, ko sta Hsu in Coca-Prados (1979) na univerzi v Rockefellerju preiskovala 
molekule v citoplazmi HeLa celic in drugih sesalskih celic, s pomočjo elektronske mikroskopije 
(Hsu in Coca-Prados, 1979). CircRNA so zaradi nizke stopnje izražanja obravnavali kot 
naključne produkte ali napake transkripcije (Cocquerelle in sod., 1993). 
 
Zaradi tehnoloških omejitev so v naslednjih dveh desetletjih identificirali le nekaj primerov 
circRNA. Z razvojem sekvenciranja naslednje generacije, sekvenciranjem celotnega genoma in 
razvojem bioinformatike so raziskovalci odkrili, da je izražanje circRNA v sesalcih pogosto 
ohranjeno med vrstami, endogeno, stabilno in tkivno ter celično specifično (Rybak-Wolf in 
sod., 2015). Izražanje nekaterih circRNA je lahko celo višje od njihovih linearnih ekvivalentov 
(Batista in Chang, 2013). CircRNA se izražajo v vseh tkivih in evkariontskih organizmih, ki so 
jih do sedaj preiskovali (Jeck in sod., 2012). Vsa ta odkritja so vzbudila večje zanimanje za 
circRNA. Pomembna prelomnica pri raziskovanju circRNA je bila, ko so Memczak in sod. 
(2013) ter Hansen in sod. (2013) demonstrirali, da je krožna RNA izoforma človeškega 
protismernega možganskega proteina povezanega z degeneracijo 1 (CDR1), funkcionalna v 
razvoju živčevja (Memczak in sod., 2013; Hasen in sod., 2011). Po tem odkritju je število 
objavljenih študij o circRNA eksponentno naraščalo. 
3 TIPI KROŽNIH RNA MOLEKUL IN NJIHOVA BIOGENEZA 
Krožne RNA so za razliko od linearnih RNA, ki imajo na 5' koncu gvaninsko kapo in na 3' 
koncu poliadeninske repe, kovalentno zaprte zanke in nimajo nobene od navedenih struktur 
linearne RNA (Ebbesen in sod., 2016). Poleg oblike, se od linearnih RNA ločijo tudi po 
nekaterih drugih lastnostih. Imajo možnost podvojevanja na način kotalečega se kroga, možnost 
preurejanja zaporedja genomske informacije in so odporne na delovanje eksonukleaz. 
Nastanejo lahko z direktno ligacijo 5' in 3' konca linearnih RNA, kot intermediati v RNA 
procesnih reakcijah ali pa v posebnem načinu izreza intronov in spajanja eksonov, ki ga 
imenujemo backsplicing. Pri tem načinu je navzdolnje 5' spojitveno mesto (donor spoja) 
združeno z navzgornjim 3' spojitvenim mestom (akceptor spoja) (Barrett in sod., 2015).  
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V naslednjih podpoglavjih se bom osredotočila na tri podskupine krožnih RNA molekul in 
njihovo biogenezo. Te podskupine so viroidi, krožni intermediati RNA in krožne evkariontske 
RNA, ki nastanejo z backsplicingom ali preko prekurzorja v obliki zanke.  
3.1 KROŽNI RNA GENOMI- VIROIDI IN HEPATITIS DELTA  
Viroidi so majhne (∼250-400 baz), nekapsulirane, krožne, enoverižne RNA (ssRNA), ki ne 
kodirajo nobenih proteinov. So najenostavnejši odkriti patogeni, ki okužujejo le rastline. 
Podvojujejo se kot proste RNA molekule. Njihova krožna ssRNA ne kodira beljakovin, temveč 
informacije za znotrajcelični transport, podvojevanje in patogenost (Lasda in Parker, 2014). 
 
Leta 1986 so odkrili, da ima hepatitis delta virus krožni RNA genom. To je bil prvi animalni 
virus, pri katerem so odkrili krožni genom (Kos in sod., 1986). Njegov genom nosi zapis za en 
protein (Delta antigen). Lahko okuži le ljudi, ki so že okuženi s hepatitis B virusom (HBV), ker 
je sinteza hepatitis delta antigena odvisna od prisotnosti HBV (Sureau in Negro, 2016). 
 
Krožne RNA so funkcionalno pomembne za viroide in HDV, saj krožna oblika omogoča 
podvojevanje na način kotalečega se kroga (ang. rolling circle RNA replication). Pri tem 
nastane več genomskih kopij iz enega procesa iniciacije podvojevanja (Lasda in Parker, 2014). 
Viroidi in HDV virus uporabljajo gostiteljeve celične mehanizme za proizvajanje krožnih RNA 
molekul.  
 
Proces podvojevanja na način kotalečega se kroga lahko pri viroidih poteka po dveh različnih 
poteh. Prvi način je asimetrična replikacija, pri kateri se krožna pozitivna veriga prepiše z RNA 
polimerazo v oligomerne negativne verige in kasneje v oligomerne pozitivne verige. Te 
oligomerne pozitivne verige razcepi gostiteljeva RNaza in kovalentno poveže konce skupaj 
gostiteljeva RNA ligaza, da nastanejo nove krožne monomerne pozitivne verige.   
 
Drugi način je simetrična pot. Pri tem se iz pozitivne krožne verige najprej prepišejo oligomerne 
negativne verige. Te se  razcepijo in ligirajo tako, da nastanejo monomerne negativne verige, 
ki se prepišejo v oligomerne pozitivne verige. Te oligomerne pozitivne verige se nato razcepijo 
in ligirajo tako, da zopet nastanejo monomerne pozitivne verige (Feldstein in sod., 1998).  
Asimetrična in simetrična replikacija sta prikazani na Sliki 1.  
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Slika 1: Podvojevanje na način kotalečega se kroga (Feldstein in sod., 1998) 
3.2 KROŽNE rRNA IN tRNA MOLEKULE 
Leta 1981 so Grabowski in sod. (1981) potrdili obstoj krožne RNA molekule v praživali 
Tetrahymena thermophila. Ta krožna RNA je intermediat v zorenju rRNA (Grabowski in sod., 
1981). V tem primeru je nezrela rRNA del večjega enoverižnega krožnega ribosomskega RNA 
prekurzorja in se kasneje izreže med procesom zorenja rRNA. Objavljenih je bilo tudi več študij 
o zorenju ribosomalne RNA v arhejah, ki vključuje proces, v katerem so rRNA prekurzorji 
najprej razcepljeni tako, da nastanejo linearne pre-16S in pre-23S rRNA. Konci teh linearnih 
rRNA so nato ligirani in tvorijo krožne enoverižne RNA molekule, ki nato z drugimi procesi 
dozorijo v zrele, funkcionalne rRNA. Nastanek krožnih molekul v tem primeru je 
avtokatalitičen in vključuje dodajanje gvanozina na 5' konec (Kruger in sod., 1982). 
 
Prednost cirkularizacije v primeru intermediatov je, da dovoli elastičnost v zaporedju RNA 
sekvence. Spreminjanje pozicij elementov lahko dosežemo preko cirkularizacije linearne RNA 
in s sledečo ponovno linearizacijo na drugi poziciji (Lopez-Jimenez in sod., 2018). 
 
Poleg krožne oblike rRNA, poznamo tudi krožne tRNA molekule. tRNA introni so prisotni v 
evkariontih in v prokariontih. Primarni transkript tRNA v arhejah vsebuje intronske regije, ki 
se morajo izrezati (Abelson in sod., 1998). Kot produkt izrezovanja teh intronov lahko nastanejo 
krožna intronska zaporedja RNA. Nastanejo zaradi izrezovanja s kompleksom tRNA 
izrezovalne endonukleaze (TSEN), ki je sestavljen iz specifične endonukleaze in ligaze. Takšne 
krožne oblike so bile največkrat opisane v termofilnih arhejah, kot je Haloferax volcanii. 
Krožna oblika morda ščiti molekule pred denaturacijo zaradi višjih temperatur življenjskega 
okolja. Krožne RNA namreč nimajo prostega terminalnega heliksa s sterično fleksibilnostjo na 
3' ali 5' koncu (Lasda in Parker, 2014). 
3.3 KROŽNE RNA IZ EVKARIONTSKEGA BACKSPLICINGA IN PREKO 
PREKURZORJA V OBLIKI ZANKE 
Pri običajnem evkariontskem procesiranju RNA se nekodirajoči deli zaporedja iz pre-mRNA 
izrežejo, eksoni pa se povežejo in tvorijo zrelo linearno RNA molekulo. Višji evkarionti lahko 
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proizvajajo različne zrele oblike RNA in s tem različne proteine preko alternativnega spajanja. 
Približno 90 % človeških genov se izraža kot izoforme alternativnega spajanja in izrezovanja 
pre-mRNA, ki igrajo pomembno vlogo v funkcijski raznolikosti genoma in proteoma. 
Alternativno spajanje in izrezovanje je lahko kanonično ali nekanonično. Pri kanoničnem 
spajanju se odstranijo introni, ki imajo na 5' koncu dinukleotid GT in na 3' koncu dinukleotid 
AG. Veliko redkeje se introni začnejo z dinukleotidom GC in končajo z dinukleotidom AG. V 
teh primerih potečejo neknonične oblike alternativnega spajanja (Burset in sod., 2000). Mednje 
spada tudi nastanek circRNA.  
 
CircRNA se, kot večina ostalih RNA, prepišejo z encimom RNA polimeraza II v pre-mRNA 
molekulo. Te pre-mRNA so glavni produkt transkripcije in vsebujejo tako eksone kot introne. 
S kasnejšimi procesi pre-mRNA dozorijo v zrele RNA oblike (Ashwal-Fluss in sod., 2014).  
 
CircRNA nastanejo iz različnih kombinacij zaporedij. Večinoma izhajajo iz eksonov protein 
kodirajočih genov, redkeje pa iz intronskih, protismiselnih, intergenskih in UTR regij 
(Memczak in sod., 2013). Imajo obliko kovalentno zaprte zanke spojene s kanoničnimi 
spajalnimi mesti. CircRNA glede na izvor na grobo delimo v 3 skupine: eksonske circRNA 
(ecircRNA), intronske circRNA (ciRNA) in eksonsko- intronske circRNA (eiciRNA). 
 
Podskupine circRNA se poleg sestave razlikujejo tudi po celični lokalizaciji. Za razliko od 
eksonskih circRNA, se ciRNA in eiciRNA po večini nahajajo v jedru. Zanje se predvideva, da 
regulirajo ekspresijo določenih genov. Za eiciRNA je značilna lokalizacija v jedru celice, zelo 
blizu mesta transkripcije (enako velja za mRNA z ohranjenim intronom) (Talhouarne in Gall, 
2014). V Tabeli 1 je prikazana primerjava lastnosti podskupin circRNA. 
 
Glavni proces, s katerim nastajajo circRNA, je backsplicing. Tako kot kanonično spajanje je 
tudi backsplicing reguliran s kanoničnimi cis delujočimi elementi in trans delujočimi faktorji. 
Proces regulacije se razlikuje po tem, da imajo enake kombinacije regulatornih elementov 
drugačen ali celo nasproten učinek (Wang in Wang, 2014). 
 
Najbolj raziskane od evkariontskih circRNA oblik so ecircRNA, ki vsebujejo le eksone, introni 
med njimi pa so izrezani. Najpogosteje vsebujejo dva ali tri eksone. So najbolj razširjena oblika 
circRNA in predstavljajo več kot 80 % vseh identificiranih circRNA. Večinoma se nahajajo v 
citoplazmi (Salzman in sod., 2012). Njihov prehod iz jedra v citoplazmo še ni natančno opisan. 
Do sedaj sta bila opisana dva različna modela nastanka eksonskih circRNA. Pri obeh modelih 
je začetno parjenje baz med intronskimi zaporedji povod za nadaljnje korake. Interno parjenje 
baz med intronskimi obrnjenimi zaporedji namreč ustvari zankasto strukturo v pre-mRNA in 
olajša proces izrezovanja. Glavna razlika med modeloma pa je v zaporedju korakov spajanja in 
izrezovanja (Barrett in sod., 2015). 
 
Prvi model je spajanje preko oblike zanke oz. model preskakovanja eksonov. Pri spajanju preko 
oblike zanke se backsplicing zgodi po kanoničnem spajanju. Najprej se navzdolnji ekson zasuka 
in preskoči enega ali več eksonov, da se poveže z navzgornjim eksonom. Pri tem nastane zrela 
mRNA z izrezanimi določenimi eksoni in introni in zanka, v kateri so te izrezani deli mRNA. 
Ko se introni iz te zanke izrežejo, nastane zrela circRNA. Nastanek circRNA preko modela v 
obliki zanke je bil prikazan v genu Mrsp1 kvasovke Schizosaccharomyces pombe (Schindewolf 
in sod., 1996). 
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Drugače je pri direktnem backsplicingu. Pri tem modelu se najprej zgodi backsplicing in 
nastane circRNA. Temu sledi nastanek linearne RNA iz intermediata eksonov med katerima so 
ostanki intronskih zaporedij. Končni produkt te reakcije so krožne RNA molekule, ki vsebujejo 
enega ali več eksonov in pre-mRNA transkript.  
 
Kadar se intron med eksoni v circRNA ne izreže, nastanejo eksonsko-intronske circRNA 
(eiciRNA). Proces nastanka eiciRNA je tako enak nastanku ecircRNA, z izjemo izrezovanja 
intronov.  
 
 
 
Slika 2:  Nastanek ecircRNA z direktnim backsplicingom in modelom preko oblike zanke 
 
Proces nastanka ciRNA se razlikuje od ecircRNA in eiciRNA. Stabilne ciRNA nastanejo, ko 
se intronske zanke izognejo običajnemu izločanju intronov in kasnejši razgradnji po 
kanoničnem spajanju pre-mRNA, ki ga vodi spajalno telesce (Zhang in sod., 2013). Biogeneza 
ciRNA je po večini odvisna od 7 nukleotidov dolgega GU bogatega elementa blizu 5' 
spojitvenega mesta in od 11 nukleotidov dolgega C bogatega elementa, ki je blizu mesta 
razvejitve. Med backsplicingom se ta dva elementa povežeta v zanko, ki vsebuje izrezane 
introne. To zanko iz zaporedja izreže spajalno telesce (Talhouarne in Gall, 2014). Nastala zanka 
je nato podvržena degradaciji 3' repa in končni produkt je zrela ciRNA molekula (Zhang in 
sod., 2013). Shema nastanka ciRNA je prikazana na Sliki 3. Takšne ciRNA so dolge od 200 do 
3000 nukleotidov (Lasda in Parker, 2014). V splošnem so ciRNA občutljive na delovanje RNaz. 
Od ecircRNA pa se razlikujejo po prisotnosti 2'-5' povezave, ki je ostanek zanke (Talhouarne 
in Gall, 2014). Primerjava opisanih lastnosti in funkcij podskupin circRNA je prikazana v 
Preglednici 1. 
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Slika 3: Nastanek ciRNA 
 
Na nastanek circRNA vpliva več faktorjev. Eden izmed njih je prisotnost intronskih regij, ki 
obdajajo eksone in vsebujejo obratne komplementarne sekvence (npr. Alu elementi). Jeck in 
sod. (2012) so mnenja, da je prisotnost dolgih obdajajočih intronov in povečano število ALU 
ponavljajočih zaporedij  enako pomembno pri obeh opisanih modelih nastanka (Jeck in sod.,  
2012). Komplementarna zaporedja lahko povzročijo parjenje intronov in posledično 
cirkularizacijo eksonov (Zhang in sod., 2014).  
 
V splošnem so eksoni, ki sestavljajo circRNA daljši od običajnih eksonov (Salzman in sod., 
2012). Dolžina intronov po drugi strani ni dejavnik, ki vpliva na nastanek krožnih RNA. Sprva 
so mislili, da naj bi bili introni, ki spodbudijo nastanek circRNA daljši od običajnih, vendar je 
bilo dokazano, da tudi relativno kratka obrnjena zaporedja (30-40 nt) zadostujejo za povzročitev 
nastanka circRNA (Liang in Wilusz, 2014). Prav tako ne drži, da vse intronske tandemske 
ponovitve spodbujajo cirkularizacijo. V nekaterih primerih povečana stabilnost parjenja baz 
intronov, poliadeninski deli v intronskih zaporedjih in veliko G:U baznih parov, preprečijo 
cirkularizacijo (Liang in Wilusz, 2014). Podobno prisotnost dveh Alu elementov v enem 
intronu zmanjša nastanek circRNA, saj lahko pride do parjenja v enem samem intronu in to 
parjenje onemogoči nastanek krožnega eksonskega zaporedja (Zhang in sod., 2014). 
 
Pri Caenorhabditis elegans lahko 38 % vseh poznanih circRNA in 9 % vseh človeških circRNA 
identificiramo z uporabo napovedovanja potencialnega parjenja baz vzdolž intronov, ki 
sestavljajo krožno obliko (Rybak-Wolf in sod., 2015). To pomeni, da preostanka 62 % in 91 % 
poznanih circRNA pri C. elegans in pri ljudeh ne obdajajo introni z močnim potencialom 
parjenja baz. Ker biogeneze teh preostalih circRNA ne moremo razložiti s parjenjem intronov, 
se moramo zanašati na cirkularizacijo, ki ni odvisna od ponavljajočih elementov.  
 
Na cirkularizacijo imajo velik vpliv tudi drugi dejavniki. Mednje spadajo RNA vezni proteini 
(RBP). Ti lahko delujejo kot trans delujoči aktivatorji ali inhibitorji mehanizma za nastanek 
circRNA. »Quaking« (QKI) in »muscleblind« (MBL) proteini se lahko vežejo na specifične 
motive v zaporedju intronov na linearni pre-mRNA in povežejo dva obdajajoča introna skupaj. 
Na ta način spodbudijo nastanek krožne RNA (Conn in sod., 2015). Njihovo delovanje je enako 
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cirkularizaciji, ki je posledica parjenja intronov, le da se tukaj RBP-ji po vezavi na specifično 
vezno mesto dimerizirajo. To vodi v nastanek zanke iz pre-mRNA.  
 
Poznamo tudi dejavnike, ki zavirajo nastanek circRNA. Adenozin deaminaza, ki deluje na RNA 
(ADAR), spada med encime, ki urejajo RNA in nasprotuje nastajanju circRNA z direktno 
vezavo in popuščanjem RNA dupleksa preko urejanja adenozina v inozin. Visoko izražanje 
ADAR destabilizira interakcije parjenja baz intronov in povzroči razpad zank iz pre-mRNA 
(Rybak-Wolf in sod., 2015). 
Preglednica 1: Primerjava ecRNA, ciRNA, eiciRNA 
Ime (vir) Tip Lokacija v 
celici 
Spojitveno 
mesto 
Posebnost zaporedja Funkcija 
EcRNA 
(Zhang in 
sod., 
2014) 
eksonska citoplazma 3'-5' 
fosfodiestrska 
vez 
Nastanejo s ciklizacijo 
eksonov, ki jih obdajajo 
komplementarna zaporedja 
intronov 
miRNA spužve interakcija 
z RNA veznimi proteini, 
sodelovanje pri translaciji 
CiRNA 
(Zhang in 
sod., 
2013) 
intronska jedro 2'-5' 
fosfodiestrska 
vez 
5' spojitveno mesto je 
obogateno s 7 GU motivi 
in 3' mesto vsebuje 11 C 
motivov 
Regulacija transkripcije 
genov 
EiciRNA 
(Li in 
sod., 
2017) 
Eksonsko- 
intronska 
jedro 3'-5' 
fosfodiestrska 
vez 
Nastane s ciklizacijo 
eksonov, ki jih obdajajo 
komplementarna zaporedja 
intronov. Introni se po 
ciklizaciji vsaj deloma 
ohranijo. 
Regulacija transkripcije 
genov 
 
4 FUNKCIJE EVKARIONTSKIH KROŽNIH RNA  
Tako kot nekatere ostale ncRNA, lahko tudi circRNA delujejo kot RNA ali proteinske vabe za 
regulacijo izražanja genov. CircRNA so pomembni modulatorji vključeni v transkripcijsko in 
post-transkripcijsko regulacijo ekspresije genov. Linearni ekvivalenti circRNA, lncRNA, se 
lahko zložijo v kompleksne sekundarne strukture, ki jim prinesejo večji potencial in raznolikost 
za prepoznavanje proteinov in tarč (Batista in Chang, 2013). To je razlog za visoko 
kompleksnost funkcionalnih vzorcev lncRNA. Krožna struktura circRNA molekulam sicer 
omogoča večjo stabilnost, a jim omejuje zlaganje molekule v sekundarne strukture in s tem na 
nek način omejuje njihovo funkcionalnost. Tako so naloge circRNA po večini določene z 
njihovim zaporedjem baz.  
 
Njihova najbolj znana funkcija je interakcija z mikro RNA (miRNA). Poleg tega lahko circRNA 
tvorijo komplekse s proteini za regulacijo celičnega cikla, translacije ali pa delujejo kot 
intracelularne signalne molekule za sproščene eksosome. Kljub temu da circRNA spadajo v 
skupino nekodirajočih RNA, nekatere nosijo zapis za peptide.  
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4.1 REGULACIJA CELIČNE PROLIFERACIJE IN CELIČNEGA CIKLA  
Natančna kontrola celičnega cikla je pomembna v normalnem celičnem odzivu na okoljske 
dejavnike. Napačna regulacija celičnega cikla v nevralnih zarodnih celicah lahko vodi v 
povečano (megalencefalija) ali v pomanjšano (mikrocefalijo) velikost glave. Pomanjkanje 
celične kontrole v somatskih celicah pa lahko povzroči nastanek raka. Število circRNA, ki naj 
bi vplivale na regulacijo proliferacije preko vplivov na signalne poti, transkripcijske faktorje in 
regulatorje nadzornih točk celičnega cikla, strmo narašča.  
 
CircRNA delujejo na MAPK/ERK signalno pot, ki vpliva na proliferacijo. MAPK/ERK pot je 
kaskadna veriga proteinov v celici, ki prenesejo signal od receptorja EGFR (receptor za 
epidermalni rastni faktor) na površini celice do DNA v jedru celice. Pot vključuje veliko 
proteinov, med katerimi je tudi z mitogenom aktivirana protein kinaza MAPK, zanjo pa se 
uporablja tudi izraz ERK. V poti MAPK/ERK, se rastni faktorji (npr. FGF), vežejo na tirozin 
kinazni receptor (npr. FGFR), kar sproži serijo fosforilizacij v kaskadni poti. Konča se s 
fosforilizacijo ERK in sprožitvijo celične proliferacije. Pokazali so, da CDR1as in circHIPK3 
sprožita ekspresijo EGFR receptorja v kolorektalnem raku in pri skvamoznem celičnem raku 
požiralnika. Tako povečata proliferacijo celic raka (Zhou in sod., 2018). 
 
Velik vpliv na celični cikel ima circFOXO3, ki se veže na proteina p21 in ciklin odvisno kinazo 
2 (CDK2) ter z njima tvori trojno strukturo. Ta struktura prepreči CDK2, da bi delovala na 
ciklin E in p27 in s tem prepreči prehod celičnega cikla iz faze G1 v S fazo. Enako kot CDK2, 
tudi p21 ne more vplivati na ciklin A, kar vodi v zaustavitev celičnega cikla v G1 fazi (Du in 
sod., 2016).  
4.2 REGULACIJA PLURIPOTENTNOSTI IN ZGODNJE DIFERENCIACIJE 
Pluripotentne zarodne celice, vključno z embriotskimi zarodnimi celicami (ESC) in 
induciranimi pluripotentnimi zarodnimi celicami (iPSC), se lahko diferencirajo v veliko 
različnih celičnih tipov v našem telesu in tudi v celični kulturi. Pri človeških ESC in iPSC, 
napaka v circBRC5 in circCOROC1 negativno vpliva na ohranjanje pluripotentnosti. Nadaljnje 
raziskovanje regulatornih mehanizmov je pokazalo, da circBIRC6 inhibira aktivnost miR-34a 
in miR-145 ter tako preprečuje zmanjšanje izražanja transkripcijskih faktorjev za 
pluripotentnost NANOG, OCT4 in SOX2 (Izuogu in sod., 2018). 
 
Poleg ohranjanja pluripotentosti, so circRNA vključene tudi v diferenciacijo ESC in somatskih 
celic. Pri somatskih celicah je dokazano, da CDR1as regulira nevralni razvoj pri ribi navadni 
cebrici in diferenciacijo osteoblastičnih peridontalnih ligamentnih zarodnih celic, medtem ko 
ektopično izražanje circFGFR4, circSVIL in circZNF609 inducira diferenciacijo mioblastov 
(Zhao in sod., 2018). 
4.3 REGULACIJA SPECIFIČNIH FUNKCIJ DIFERENCIRANIH CELIC   
Sry je dobro poznan gen določanja spola in je vključen pri razvoju testisov. Krožna oblika Sry 
gena je najbolje okarakterizirana. V miših je sestavljen iz enega eksona, ki se v zgodnjem 
razvoju prepisuje v linearen transkript, ta pa se nato prevede v protein. Drugače je pri odraslih 
osebkih, pri katerih transkript Sry gena primarno obstaja v krožni obliki, ki se nahaja v 
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citoplazmi (Koopman in sod., 1990). Funkcija krožne oblike Sry transkripta niso povsem znane, 
ve pa se, da lahko služi kot spužva za miR-138. Ker miR-138 vpliva na različne onkogene in 
tumor supresorske gene, je mogoče, da ta interakcija igra pomembno vlogo v povezavah z 
rakavimi obolenji (Hasen in sod., 2013). 
 
CircRNA vplivajo tudi na funkcije specializiranih β celic v Langerhansovih otočkih, ki 
proizvajajo in izločajo inzulin. CDR1as deluje kot spužva na miR-7 in s tem inhibira njeno 
delovanje. MiR-7 se obsežno izraža v β celicah Langerhansovih otočkov. Raziskava na miših 
je pokazala, da prekomerno izražanje miR-7 v β celicah povzroča nastanek diabetesa. Zaradi 
tega odkritja predvidevajo, da ekspresija CDR1as inhibira funkcije miR-7 in s tem izboljša 
sekrecijo inzulina (Xu in sod., 2015). 
4.4 RAZVOJ BOLEZNI 
V povezavi s ključno vlogo pri regulaciji izražanja genov, vedno več študij povezuje moteno 
ekspresijo circRNA v povezavi z razvojem določenih bolezni. O spremenjeni ekspresiji 
circRNA so poročali pri boleznih kot so rak, bolezni srca, motnje živčevja, sladkorna bolezen 
in ateroskleroza. Do novembra 2017 je bilo z 48 boleznimi povezanih 330 circRNA (Zhao in 
sod., 2018). V nadaljevanju bom opisala spremembe izražanja circRNA pri osteoartritisu in 
raku mehurja.  
 
Spremenjena regulacija izražanja circRNA je bila dokazana pri raku mehurja. Analiza z 
mikromrežami je pokazala, da se drugače kot pri običajnem, zdravem tkivu izraža 469 
circRNA. Od tega se 285 circRNA izraža bolj, 184 circRNA pa manj kot običajno. Med njimi 
je circTCF25, ki regulira miR-103a-3p in miR-107. Višje izražanje circTCF2 povzroča  celično 
proliferacijo, migracijo in invazijo celic raka mehurja (Zhong in sod., 2016). Enako povečana 
ekspresija circMYLK v raku mehurja vodi v povečano izražanje DNMT3B, VEGFA in ITGB1 
genov, ki so povezani s promocijo in proliferacijo ter so tarče miRNA-29a, katere delovanje 
zavira circMYLK (Haque in Harries, 2017). 
 
Osteoartritis (OA) se razvije zaradi degenerativnih sprememb v sklepnem hrustancu. Pri 71 
circRNA so opazili spremenjeno izražanje v hrustancu pacientov v primerjavi s kontrolami, ki 
nimajo OA. Omembe vreden vpliv naj bi imela circ-CER. Ekspresija circ-CER se je povečala 
s povečanim izražanjem proinflamatornih signalnih molekul, kot sta interleukin (IL)-1 in tumor 
nekrozni faktor (TNF) α. Supresija circ-CER rezultira v reducirani ekspresiji matriksna 
metaloproteinaze-13 (MMP13) in spremenjenem ekstracelularnem matriksu (ECM). Avtorji 
študije predvidevajo, da je razlog za to delovanje kot spužva circ-CER na miR-136, katerega 
znana tarča je MMP13 gen (Liu in sod., 2016).  
 
V prihodnosti bi lahko določene circRNA, za katere vemo, da so prisotne pri določeni bolezni, 
uporabljali kot biomarkerje pri diagnozi. Do sedaj še ni bilo izvedene nobene klinične raziskave 
o circRNA in humanih boleznih.  
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4.5 VPLIV NA STARANJE IN CELIČNO SENESCENCO 
Za circRNA je znano, da se akumulirajo v starajočih se možganih (Gruner in sod., 2016). 
Razlog za to je deloma v rezistenci circRNA na delovanje endonukleaz, za najmanj dve 
circRNA pa se bilo že opisano, da imajo vlogo pri staranju in celični senescenci.   
 
CircRNA circFOXO3 spodbuja senescenco. FOXO3 spada v skupino transkripcijskih 
faktorjev, ki imajo pomembne vloge pri regulaciji ekspresije genov in so vključeni v celično 
rast, proliferacijo ter diferenciacijo. Geni iz skupine FOXO se izražajo v vseh tkivih v telesu. 
FOXO3 in ima vlogo v preživetju endotelijskih celic žil, spremembah obnašanja in staranju. V 
procesu staranja se v kardiovaskularnem sistemu miši, začne izražati circ-FOXO3. Utišanje 
circ-FOXO3 blokira senescenco v mišjih zarodnih fibroblastih. Prekomerna ekspresija tega 
gena pa povzroči celično senescenco. Za circ-FOXO3 se predvideva, da blokira napredovanje 
celičnega cikla z vezavo na od ciklina odvisno kinazo 2 (CDK2) in na ciklin odvisni kinazni 
inhibitor 1 (p21), da prepreči celično proliferacijo (Du in sod., 2016).  
5 MEHANIZMI DELOVANJA KROŽNIH RNA  
5.1  KOT MIRNA SPUŽVE  
Najpomembnejša funkcija circRNA je delovanje kot miRNA spužve. MiRNA so majhne, 
evolucijsko ohranjene ncRNA molekule, ki regulirajo izražanje genov in imajo pomembno 
vlogo tudi pri celični propagaciji, diferenciaciji in v celičnem ciklu (Ambros, 2004). Poleg 
vpliva na normalno delovanje celice, imajo esencialno vlogo pri razvoju človeških bolezni in 
so uporabne kot biomarkerji ter kot terapevtska sredstva (Bartels in Tsongalis, 2009). 
 
Pri človeku je bilo identificiranih približno 1800 miRNA. miRNA geni se prepišejo v pre-
miRNA z RNA polimerazo 2. Preden so transportirane v citoplazmo, so podvržene delovanju 
Droshe in DGCR8. Drosha je ribonukleaza, ki odcepi pre-miRNA strukturo v obliki lasnice. 
Kasneje, v citoplazmi, jih endoribonukleaza Dicer oblikuje v zrelo miRNA. Funkcionalna 
miRNA je vključena v encimski kompleks RISC, ki ga sestavlja več proteinov iz družine 
Argonavti. RISC kompleks je aktiviran z vezavo miRNA in nase veže mRNA, ki ima 
komplementarno sekvenco z nanj vezano miRNA. Tarče miRNA so običajno neprevedene 3' 
regije (UTR) specifičnih mRNA. Na ta način miRNA regulirajo stabilnost in translacijo 
specifičnih mRNA (Bartels in Tsongalis, 2009). 
 
CircRNA delujejo kot miRNA spužve. MiRNA spužve regulirajo ekspresijo tarčnega gena  z 
inhibiranjem miRNA. Ta fenomen delovanja se imenuje kompetitivna endogena RNA hipoteza 
(Tay in sod., 2014).  Ena circRNA lahko regulira eno ali več miRNA preko več miRNA veznih 
mest v krožni sekvenci. Prva identificirana funkcionalna circRNA, humani CDR1as, ki je bil v 
prejšnjem poglavju omenjen v povezavi z izločanjem inzulina, ima 74 miR-7 veznih mest, 63 
od teh je ohranjenih tudi pri nekaterih drugih vrstah. Večina raziskav interakcije circRNA in 
miRNA se izvaja preko korelacije ekspresijske ravni miRNA in circRNA in vitro. 
 
Zelo verjetno je, da circRNA z več veznimi mesti vplivajo na ekspresijo večjega števila miRNA 
tarč. Do sedaj za večino poznanih circRNA še ni bilo eksperimentalno določeno minimalno 
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število miRNA veznih mest, ki so potrebna, da je circRNA še vedno funkcionalna  (Xu in sod., 
2015). 
5.2 TRANSLACIJA KROŽNIH RNA  
CircRNA v splošnem spadajo v skupino nekodirajočih RNA. Nedavno pa so dokazali, da se 
nekatere circRNA lahko prevedejo v protein in vivo in in vitro, če je prisotno IRES mesto in 
ATG kodon (Granados-Riveron in Aquino-Jarquin, 2016). IRES, ali ang. Internal ribosome 
entry site, omogoči translacijo, ki je neodvisna od prisotnosti kape na 5' koncu zaporedja in od 
poliadeninskega repa (Hernandez in sod., 2004). V tem primeru proteini nastanejo z 
mehanizmom podvojevanja kotalečega se kroga. Ena od naravno prisotnih krožnih RNA, za 
katero vemo, da se lahko prevede v protein v sesalskih celicah, je RNA hepatitisa δ (Kos in 
sod., 1986). Računalniške analize podatkov visoko pretočnega sekvenciranja so pokazale, da 
humani transkriptom običajno vsebuje več circRNA s potencialom za translacijo. Manjše 
circRNA z relativno manj eksoni ampak z daljšimi odprtimi bralnimi okvirji, so pogosto 
povezane s polisomi. Primer takega proteina so dokazali Legnini in sod. (2017). Identificirali 
so circ-ZNF609, ki se prevede v protein in ima funkcionalno vlogo v mišični diferenciaciji, 
tako da regulira proliferacijo mioblastov. In vitro raziskave tega proteina so pokazale, da lahko 
circ-ZNF609 proizvede dve proteinski izoformi, saj vsebuje dva start kodona (Legnini in sod., 
2017). 
5.3 VABE ZA PROTEINE 
CircRNA lahko delujejo tudi kot vabe za proteine in tako vplivajo na celične funkcije. Primer 
je že omenjeni circFOXO3, ki z ujemanjem proteinov v citoplazmi blokira nadaljevanje 
celičnega cikla ali pa inducira celično senescenco.  
 
Nekatere circRNA pa delujejo kot vabe za RNA vezne proteine, krajše RBP, in s tem regulirajo 
ekspresijo genov. RBP-ji, tako kot miRNA, vežejo specifična zaporedja v njihovem tarčnem 
genu in kontrolirajo vse stopnje življenjskega cikla mRNA, od izrezovanja in prehoda v 
citoplazmo do stabilnosti in subcelične lokalizacije.  
 
EiciRNA imajo vpliv na proteine, ki sodelujejo pri transkripciji. Delujejo na U1 komponento 
spajalnega telesca in rekrutirajo polimerazo 2 ter tako povečajo ekspresijo tarčnega gena (Li in 
sod., 2015) 
6 NAČINI DETEKCIJE  
Razlog za pozno odkritje circRNA je morda ravno v njihovi strukturi. Večina molekularnih 
metod se namreč osredotoča na zaznavanje in selekcioniranje poliadeniliranih RNA. Tako hitro 
izločijo ribosomalne RNA, ki so prisotne v visokih koncentracijah. Na ta način pa poleg rRNA 
izločimo tudi circRNA, ki zaradi krožne oblike nimajo poliadeninskega repa. Preden so odkrili 
circRNA, so tudi po naključju zaznana nelinearna RNA zaporedja obravnavali kot artefakte in 
jih zavrgli. Od prvega odkritja circRNA je bilo razvitih veliko biokemijskih metod za testiranje 
krožnosti, validiranje obstoja določene circRNA in za določanje ektopičnega izražanja 
circRNA. Dodatno so morali razviti bioinformatska orodja direktno usmerjena za circRNA v 
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bazah podatkov nastalih iz globokega sekvenciranja evkariontske RNA očiščene ribosomalne 
RNA (Jeck in Sharpless, 2014). 
6.1 BIOKEMIJSKE METODE KARAKTERIZACIJE KROŽNIH RNA  
Biokemijske eksperimentalne metode so pomembna orodja za validacijo in identifikacijo 
circRNA. Nekatere tehnike kot sta hitro pomnoževanje cDNA koncev (RACE) ali obogatitev s 
poli(A), v primeru circRNA, zaradi njihovih lastnosti, niso primerne. Med najbolj osnovnimi 
orodji za validacijo circRNA je obratna transkripcija in verižna reakcija s polimerazo (RT-
PCR). Prednosti RT-PCR so, da je metoda hitra in učinkovita. Pri uporabi RT-PCR circRNA 
pretvorimo v cDNA z reverzno transkriptazo (RT). Ker v tem primeru cDNA izvira iz circRNA, 
zaporedje vsebuje diagnostično sekvenco stika dveh eksonov. Te sekvence ne najdemo pri 
kanonično spojenih mRNA. Tako so začetni oligonukleotidi oblikovani tako, da specifično 
podvojujejo in zaznavajo diagnostično sekvenco. Ti začetni oligonukleotidi so znani kot 
navzven obrnjeni začetni oligonukleotidi. Od običajnih oligonukleotidov se razlikujejo po tem, 
da je njihov 3' konec obrnjen stran drug od drugega, ko so poravnani z genomom oz. 
zaporedjem, ki ga pomnožujejo – v našem primeru je to krožna RNA. Ta oblika onemogoča, 
da bi se podvojevala zaporedja, ki nimajo diagnostične sekvence (npr. mRNA in genomska 
DNA). Za detekcijo ecRNA so primerji zasnovani tako, da zaznajo mesto spoja dveh eksonov, 
ang. backsplice (Panda in Gorospe, 2018).   
 
Kvantitativni RT-PCR (qRT-PCR) pa se lahko uporablja za hitro in natančno oceno številčnosti 
circRNA v več vzorcih. Pomanjkljivost RT-PCR je, da lahko menjava matrice prepisovanja 
med RT korakom vodi v več artefaktnih matric, ki povzročijo dvig PCR produktov, četudi 
uporabljamo obrnjene začetne oligonukleotide. Da se tej težavi izognemo, je priporočljivo, da 
PCR produkte sekvenciramo in s tem potrdimo diagnostično sekvenco med eksonoma. Tudi po 
sekvenciranju PCR produktov je mogoče, da pride do menjav matric, spajanja dveh pre-mRNA 
molekul ali nepredvidenih genomskih duplikacij. Največja težava pa je fenomen znan kot RT 
podvojevanje na način kotalečega kroga. Nastane zato, ker circRNA nimajo določenega konca. 
Tako lahko RT encimi naredijo dolge cDNA iz konkatemernih eksonov. Na gelu ta pojav 
opazimo kot lestvico. Zaradi te napake, lahko pri qPCR dobimo previsoko oceno prisotnosti 
circRNA (Barrett in sod., 2015; You in Conrad, 2016).  
 
Poleg RT-PCR je Northern prenos učinkovit in preprost način detekcije circRNA. Sonde so 
oblikovane tako, da ciljajo krožna eksonska zaporedja in lahko celo specifično ciljajo 
diagnostično stično sekvenco. Da ne ogrozimo specifičnosti, uporabljamo več sond v ločenih 
nanosih. Prednost te metode je, da natančno vemo, katero circRNA spremljamo, saj ima 
določeno mobilnost. Drugače je pri PCR, kjer morajo opazovana zaporedja vsebovati le 
diagnostično sekvenco, ki pa lahko izhaja iz več virov RNA ali DNA (Barrett in sod., 2015). 
 
V kombinaciji z opisanima metodama, se pogosto uporablja encim RNaza R. Prvi so jo začeli 
uporabljati Jeck in sod. (2012), ki so metodo poimenovali CircleSeq (Jeck in sod., 2012). RNaza 
R je eksoribonukleaza, ki lahko postopoma razgradi RNA od 3' do 5' konca. Uporablja se za 
določanje, ali je RNA res krožna in za obogatitev circRNA v knjižnicah. Kakorkoli, uporaba 
RNaze R lahko povzroči šum, saj lahko razgradi tudi nekatere krožne molekule (Jeck in 
Sharpless, 2014). Razlog za to je morda v nihanju RNA ali v neželeno prisotnih nukleazah. 
Prav tako so nekatere linearne molekule odporne na razgradnjo, kadar so njihovi 3' konci 
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vključeni v parjenje baz. Še ena pomanjkljivost je, da RNaza R ni popolnoma učinkovit encim. 
Tako bodo nekatere linearne RNA ostale tudi po njenem delovanju. Da določimo, kako 
učinkovita je RNaza R, je pomembno, da uporabimo kvantitativno metodo, kot je qRT-PCR.  
 
Alternativa uporabi RNaze R je RNaza H. To je endoribonukleaza, ki lahko cepi RNA pri RNA-
DNA hibridih. Pri tej metodi se 2 kratki sondi DNA prilegata želeni RNA. RNaza H nato cepi 
tarčno RNA na obeh mestih prileganja sond. Ko vzorec analiziramo na gelu, opazimo 2 lisi, 
kadar je RNA linearna in 3 lise, kadar je krožne oblike. Poleg tega lahko opazimo drugačno 
potovanje skozi gel pri krožnih molekulah, ki so bile linearizirane z eno cepitvijo (Starke in 
sod., 2015). 
 
Za ločitev circRNA in linearne RNA se lahko poslužujemo tudi dvodimenzionalne 
denaturirajoče poliakrilamidne elektroforeze. Pri tej tehniki nanesemo vso RNA na 2D gel, ki 
vsebuje različne odstotke poliakrilamida v vsaki dimenziji. Linearne RNA potujejo po 
diagonali 2D gela, glede na njihovo velikost, circRNA pa v obliki loka. Lok potovanja circRNA 
lahko izrežemo in sekvenciramo z uporabo sekvenciranja naslednje generacije (Jeck in 
Sharpless, 2014). 
 
Edino komercialno dostopno mikromrežo, ki olajša analizo podatkov krožne RNA in je 
primerna za raziskave humanih circRNA, je razvilo podjetje Arraystar. Vsebuje 13617 različnih 
sond, ki se ujemajo s specifičnimi circRNA spoji. Sonde so bile izbrane na podlagi šestih 
različnih študij (Memczak in sod., 2013). Njihova uporaba je primerna predvsem v primerih, ki 
temeljijo na kandidatnih zaporedjih, saj z njimi hitreje pridemo do podatkov.  
6.2 BIOINFORMATSKA IN STATISTIČNA IDENTIFIKACIJA KROŽNIH RNA 
Novejše metode za identifikacijo circRNA niso več osredotočene na biokemijske postopke. 
Čedalje več jih je osredotočenih na računalniške metode, ki napovedujejo ali zaznavajo 
izražanje circRNA. RNA-seq knjižnice se najpogosteje uporabljajo za profiliranje mRNA 
transkriptoma, knjižnice očiščene rRNA ali popolne RNA knjižnice pa za profiliranje circRNA. 
Detekcijo circRNA iz RNA-seq naborov podatkov dosežemo s specifičnim iskanjem odčitkov, 
ki so himerni v smislu, da je 5' zaporedje v odčitku navzdolnje od 3' zaporedja v odčitku z 
ozirom na transkripcijo (Ashwal-Fluss in sod., 2014). 
 
V zadnjih letih je bilo razvitih vsaj enajst programskih orodij za računalniško podprto detekcijo  
circRNA. Ta orodja lahko prepoznajo zaporedja circRNA iz RNA-Seq podatkov na podlagi 
dveh različnih strategij.  
 
Referenčni genom je nujen za delovanje vseh detekcijskih algoritmov, lahko pa se uporablja na 
različne načine v poteku postopka. Prva od možnih načinov izvedbe je segmentirana strategija. 
Ker se circRNA od ostalih RNA razlikujejo po obliki, je očitna lastnost, po kateri bi jih lahko 
ločevali, spoj backsplicinga. Za razliko od spoja, ki nastane pri mRNA, kjer so odčitki zaporedij 
kolinearno poravnani z genomom, so odčitki pri backsplicing spoju razdeljeni v segmente in so 
poravnani z referenčno sekvenco v obratnem zaporedju. Zato detekcijske algoritme v tej 
kategoriji označujemo kot način ločevanja in poravnave. Večino algoritmov za detekcijo 
uvrščamo v to skupino. Najbolj poznani so find_circ (Memczak in sod., 2013), CIRCexplorer 
(Zhang in sod., 2014), CIRI (Gao in sod., 2015) in UROBORUS (Song in sod., 2016). 
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Pri ostalih algoritmih, kot sta KNIFE (Szabo in sod., 2015) in NCLscan (Chuang in sod., 2015), 
je referenčni genom združen z ustrezno anotacijo genoma. Tako v prvih korakih detekcije 
ustvari psevdo zaporedje okrog domnevnega spoja backsplicinga. Po nastanku tega zaporedja 
se ta strategija imenuje psevdo referenčna strategija. Naslednji koraki so osredotočeni na 
popolno poravnavo odčitkov zaporedij na takšno psevdo zaporedje za prepoznavanje 
backsplicing spojev. Poleg podatkovne baze za spoje backsplicinga psevdo zaporedja je KNIFE 
ustvaril tudi podatkovno bazo za zaporedja z običajnim spojem, ki nastane v mRNA, z 
namenom, da z njeno pomočjo odstrani kandidatne odčitke s poravnavo v obeh podatkovnih 
bazah.  
 
Slika 4: Psevdo referenčna in segmentirana strategija 
 
Moramo pa omeniti, da odvisnost detekcijskega algoritma od anotacije genoma ne korelira 
povsem z zgornjo klasifikacijo: NCLscan na primer ne funkcionira brez anotacije, 
UROBORUS (Song in sod., 2016) in CIRCexplorer (Zhang in sod., 2014), ki spadata v drugo 
skupino kot NCLscan (Chuang in sod., 2016) pa prav tako potrebujeta anotacijo za 
odstranjevanje lažno pozitivnih rezultatov v korak filtriranja. Čeprav je bil KNIFE razvit na 
podlagi anotiranih eksonov, dodaja denovo detekcije kot popravke predhodni anotaciji (Szabo 
in sod., 2015). Te denovo detekcije pa ne prinašajo točno določenih mest preloma. Nasprotno 
sta find_circ in CIRI popolnoma neodvisna od anotacije. Zato se lahko uporabljata za detekcijo 
circRNA v organizmih, ki še nimajo popolnoma anotiranega genoma.  
 
Uporaba anotacije je pogosto zelo koristna. Nedavna primerjava orodij za poravnavo RNA-seq 
je pokazala, da anotacija pripomore pri zvišanju občutljivosti za identifikacijo spoja, za razliko 
od de-novo detekcije (Baruzzo in sod., 2016). Iz tega razloga nekateri de-novo algoritmi, kot je 
CIRO, lahko sprejmejo anotacijo kot komplementarno informacijo za olajšanje obširne 
detekcije. Druga potencialna prednost uporabe anotacije je ta, da lažje kontroliramo delež 
napačnih zadetkov, saj imamo manj kandidatov. To prinaša tudi manj omejitev za zaznavanje 
nekanoničnih spojev.  
 
Poravnava odčitkov transkriptoma je vključena v identifikacijo odčitkov spojev backsplicinga 
pri obeh vrstah algoritmov. Nekateri algoritmi kot so find_circ, CIRI in KNIFE, uporabljajo 
orodja za kartiranje, ki so vsestranska in so uporabljena v večini sekvenčnih analiz RNA in 
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DNA. Takšni orodji za kartiranje sta Bowtie (Langmead in Salzberg, 2012) in BWA (Li in 
Durbin, 2009). Težava pri teh splošno uporabljenih orodjih je, da večkrat naletimo na 
dvoumnosti pri poravnavi in napačne poravnave. Da se izognemo tem pomanjkljivostim, je 
lažje, če uporabljamo orodja, ki so bila razvita specifično za RNA-seq odčitke. Takšna orodja 
so TopHat (Kim in sod., 2013), STAR (Dobin in sod., 2012) in Novoalign (Baruzzo in sod., 
2016). Detekcijski algoritmi kot circRNA_finder, CIRCexplorer in DCC vključujejo te tipe 
orodij za poravnavo (Zeng in sod., 2017). Glavna prednost teh orodij pred splošno 
uporabljenimi je  ta, da so optimizirana glede na trenutno znanje o evkariontski transkripciji. 
Njihova pomanjkljivost je, da so manj fleksibilni od splošno uporabljenih, ki delujejo na 
podlagi lokalne poravnave in poravnave od konca do konca zaporedja. Ne smemo spregledati 
tudi dejstva, da je večina orodij, ki so specifična za RNA-seq, odvisnih od vsestranskih orodij 
za kartiranje (Gao in Zhao, 2018). 
 
Po poravnavi zaporedij je naslednji korak identifikacija odčitkov backsplicing spojev iz 
poravnave. Pri tem večina algoritmov vsebuje začetni korak filtracije v katerem so vsi odčitki 
najprej poravnani z referenčnim genomom. Find_circ, UROBORUS in CIRCexplorer zberejo 
odčitke, ki ne morejo biti kontinuirno ali kolinearno poravnani z referenčnim genomom. Na ta 
način dobijo zbirko odčitkov, ki so kandidati za backsplicing spoj. Za nadaljnjo validacijo 
nekolinearnosti teh odčitkov, find_circ in UROBORUS izolirata 20 bp na vsakem koncu 
odčitka in te konce ločeno poravnata z referenčnim genomom. V primeru, da pride do 
poravnave na isti verigi a v obratni smeri, poravnavo podaljšata. Težava pri tem je, da spregleda 
backsplicing spoje, ki imajo segmente, ki so krajši od 20 bp. Težava pri iskanju tako kratkih 
motivov je, da je tako kratek segment redko dovolj informativen za pravilno lokalizacijo na 
referenčni sekvenci. 
 
Poleg detekcijskih algoritmov za circRNA, so bili razviti tudi drugi računalniški pristopi za 
različne analize, kot so diferencialna ekspresija, kvantifikacija, detekcija alternativnega 
spajanja in vizualizacija. CircView je primer orodja za vizualizacijo in je zmožen vizualizacije 
regulatornih elementov circRNA, kot je vezno mesto za RNA vezne proteine (Feng in sod., 
2017). Deluje v programskem jeziku Java. Za precizno kvantifikacijo pa se uporablja orodje 
sailfish-cir, ki deluje na osnovi preoblikovanja circRNA v psevdolinearne transkripte (Li in 
sod., 2017). To orodje je bolj natančno od štetja odčitkov backsplicing spojev, ki se običajno 
uporablja za kvantifikacijo circRNA. Na njeno natančnost pa imata največji vpliv raven 
ekspresije in dolžina circRNA (Gao in Zhao, 2018). 
7 SKLEP 
Krožne RNA so nova in perspektivna skupina nekodirajočih RNA. Dinamični vzorci izražanja, 
zapletena regulacija in vedno več poznanih funkcij v celicah so le nekateri izmed razlogov, 
zakaj circRNA ne moremo obravnavati le kot stranski produkt transkripcije, temveč kot 
pomembne regulatorne molekule. Dejstvo pa je, da se poraja še veliko vprašanj o poteh 
njihovega delovanja in ne poznamo vseh vlog, ki jih imajo v organizmu. Vemo pa, da se 
izražajo tkivno in celično specifično ter so stabilnejše od linearnih RNA oblik. To jim daje velik 
potencial za uporabo v prihodnosti. Mogoče je, da v prihodnosti postanejo pomemben 
molekularni biomarker pri diagnostiki in terapevtiki pri določenih boleznih. S prekomernim 
izražanjem določenih circRNA bi lahko zmanjšali aktivnost tistih onkogenih miRNA, na katere 
circRNA delujejo kot spužve. Tiste circRNA, ki imajo IRES mesto in se lahko prevedejo, pa bi 
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lahko uporabljali v produkciji novih bioloških materialov. Izziv v naslednjih letih pa ne bo 
odkrivanje novih circRNA, temveč poznavanje njihovega delovanja kot samostojne molekule 
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